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AsA L-ascorbic acid cAMP cyclic adenosine 3',5'-monophosphate
AsA2G L-ascorbic acid　2-glucoside ERK extracellular signal-regulated kinase
DAsA dehydroascorbic acid DG diacylglycerol
IsoAsA isoascorbic acid IP3 inositol triphosphate
EGF epidermal growth factor MAPK mitogen-activated protein kinase
HGF hepatocyte growth factor MEK MAPK/ERK kinase
IGF-I insulin-like growth factor-I mTOR mammalian target of rapamycin
IGF-II insulin-like growth factor-II p70S6K 70-kDa ribosomal protein S6 kinase
IL-6 interleukin-6 PI3K phosphoinositide 3-kinase
TGF-α transforming growth factor alpha PKA protein kinase A
TNF-α tumor necrosis factor alpha PKC protein kinase C
TCA trichloroacetic acid PLC phospholipase C
PBS phosphate-buffered saline RTK receptor tyrosine kinase
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なアプローチを行った研究が Higgins と Anderson である 4)。彼らが発表した





PH施行 30分後では、腫瘍壊死因子α（tumor necrosis factor alpha : TNF-α）
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やインターロイキン 6（interleukin-6 : IL-6）などの血漿濃度が上昇する。これ
らは、クッパー細胞から生産・分泌されるサイトカインであり、肝実質細胞の
NF-κBや STAT-3のような転写因子を活性化させる 2)。そのため、TNF-αや IL-6
は、肝再生の開始因子（priming factor）として考えられている。PHを施行し
ていないラットに対して、肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor : HGF）
や形質転換増殖因子α（transforming growth factor alpha : TGF-α）を単独投
与した群と、TNF-αを併用投与した群との比較において、TNF-α併用群の方が、
肝細胞の DNA 合成能が 40％も上昇した 5)。これは、TNF-αが肝細胞の細胞周
期を G0期から増殖因子が作用しやすい G1期に移行させたことにより、増殖因




ー腺からは上皮成長因子（epidermal growth factor : EGF）が、それぞれ分泌
される。また、肝実質細胞自身からオートクリン因子として、インスリン様増
殖因子Ⅰ(insulin-like growth factor-I : IGF-I)や TGF-αなども分泌される。こ
れらの増殖因子は、TNF-αや IL-6 により G1期に移行した肝細胞の細胞周期を
S 期に移行させ、DNA 合成能を高め、更に、G2期、M 期へと移行させること
により、肝細胞が分裂・増殖すると考えられている。その後、分裂・増殖をく
り返し、肝臓が元の容積にまで戻ると形質転換増殖因子β1（transforming 






















したとの報告が挙がっている 3)。また、後の研究で、in vitro 実験系において、
インスリンは単独で肝細胞増殖促進作用を示し、更に EGFとの併用により、イ
ンスリンによる肝細胞増殖促進作用を増強したことが証明されている 1),7)。 
甲状腺から分泌される甲状腺ホルモン（triiodothyronine : T3、thyroxine : T4）
もまた、肝再生を促進させる因子として知られている 3)。PH施行動物に対して、
T3 を投与することによって、肝細胞の DNA 合成能は促進し、肝再生を有意に
























Fig.1 肝再生の多段階モデル 6) 
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シンや β2 受容体遮断薬のプロプラノロールなど）を、PH 施行動物に投与する


















































































能を長時間維持させることができる 16)。また、HGF や EGF など、多くの増殖
因子受容体やカテコールアミン受容体などが発現しており、低細胞密度培養に
おいて、増殖因子に対する反応性に優れていることから、この培養肝実質細胞
の細胞周期は G1期に移行していると考えられる 1)。そのため、この in situ コ
ラゲナーゼ還流法により、単離・精製した肝実質細胞を初代培養させた実験系
は、in vitro実験系の肝再生モデルとして、有用であると考えられる。 
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年 Szent-Györgyi により、ウシ副腎からビタミン Cが分離・抽出され、その後、
Haworthらにより、ビタミン Cの化学構造が決定され、アスコルビン酸（否定








ルコーストランスポーター（glucose transporter : GLUT）とナトリウム依存性
ビタミン C トランスポーター（sodium-dependent Vitamin C transporter : 















(reactive oxygen species : ROS)を消去することにより、酸化ストレスから細胞
を保護している 26)。この酸化還元反応により、L-アスコルビン酸は、デヒドロ
アスコルビン酸に酸化されるが、グルタチオンやニコチンアミドアデニンジヌ









Fig.3 ビタミン Cの細胞内輸送と酸化還元反応 
GLUT: glucose transporter 
SVCT: sodium-dependent Vitamin C transporter 
NAD(P)H: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
GSH: glutathione 
GSSG: glutathione disulfide 
AsA: Ascorbic acid      
DAsA: Dehydroascorbic acid 
ROS:reactive oxygen species 
 




































 A: Collagen  B: L-Carnitine  C: Noradrenalin and Adrenalin 
DOPA decarboxylase

















Shibayama らによると、ヒトの皮膚の線維芽細胞（normal human skin 
fibroblasts : NHSF）において、 L-アスコルビン酸や sodium isostearyl 







Fukushima らによると、膀胱がんを発生させる N-butyl-N-(4-hydroxy- 
butyl)nitrosamine を前処理した F344 ラット（膀胱がんモデル動物）に L-アス






































心分離(600 rpm,1 min ×2)した。更に、それを 5%ウシ新生児血清(newborn 
bovine serum : NBS)含有のminimum essential medium 液（以下、MEMと略
す）に分散、遠心分離(600 rpm,1 min ×2)し、肝実質細胞を単離した。単離し
た肝実質細胞は、トリパンブルー排除試験により細胞の生死を判別し、生存率
96%以上のものを以下の実験に用いた。 
単離した肝実質細胞を、5% NBSと 10-10 M デキサメタゾン含有MEMに播
種密度が 3.3×104 cells/cm2になるよう調整し、それを 6-well collagen-coated 
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2-3. 肝実質細胞の DNA合成能の測定 
 
肝実質細胞の DNA 合成能は、[3H]-thymidine の取り込み量を用いて評価し
た 38),39)。培養終了 2時間前に、[3H]-thymidine(0.5 μCi/ml)を各 wellに添加し、
培養終了後、phosphate-buffered saline（以下、PBSと略す）で肝実質細胞を
2回洗浄した。5% Trichloroacetic acid（以下、TCAと略す）で、4℃で 30分
間静置し、細胞を沈殿させた後、余分な TCAを除き、可溶化剤（0.1 M NaOH 












 核数の計測は Nakamura らの方法を一部改変して行った 36)。肝実質細胞を
種々の薬物で刺激し、一定時間培養した後、PBS で 2 回洗浄し、0.1% Triton 














IGF-I 受容体チロシンキナーゼ（ insulin-like growth factor-I receptor 
tyrosine kinase : IGF-I-RTK、p95-kDa）のリン酸化活性は、抗リン酸化
IGF-I-RTKモノクローナル抗体を用いたWestern blot解析法により測定した 41)。




それらで培養した肝実質細胞を、氷冷 PBSで 2回洗浄し、0.2 mlの Lysis buffer
（20 mM Tris buffer, pH7.5, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
mM EGTA, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 
mM β-glycerophosphate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride）を加え、細胞
をディッシュから剥離し採取した。それを 3分間超音波にかけ、遠心分離（3,000
×g, 3 min, 4 ℃）し、得られた上清画分を 5分間煮沸した。そのサンプル（30 
μg/lane ） を sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)により分離し、PVDF membraneに転写させた。なお、SDS-PAGE
では 7.5% polyacrylamide resolving gel を用いた。その後、一次抗体（抗リン





















一定時間、それらで培養した肝実質細胞を、氷冷 PBSで 2回洗浄し、0.2 ml の
Lysis buffer（10 mM Tris buffer, pH7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 1 mM 
sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μg/ml 
leupeptin, 10 μg/ml aprotinin）を加え、細胞をディッシュから剥離し採取した。
それを 1分間超音波にかけ、遠心分離（16,300×g, 30 min, 4 ℃）し、得られ
た上清画分を 5分間煮沸した。そのサンプル（30 μg/lane）を SDS-PAGEによ
り分離し、PVDF membrane に転写させた。なお、SDS-PAGE は 10% 
polyacrylamide resolving gel を用いた。その後、一次抗体（抗リン酸化MAPK
モノクローナル抗体）、二次抗体（HRP標識抗ウサギ IgGポリクローナル抗体）
をそれぞれ反応させ、ECL kit を用いて抗リン酸化 MAPK を発光標識させた。
発光強度は化学発光解析装置（KURABO, ChemiStage CC-16）にて測定・解析
を行った。リン酸化された ERK1 及び ERK2(P-p44-kDa/P-p42-kDa)は、非リ
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2-8. [125I]-IGF-Iの IGF-I受容体に対する結合実験 
 
[125I]-IGF-Iの IGF-I受容体に対する結合試験は、Caroらの方法に従って行っ
た 44)。2-2.の方法により、単離、接着させた肝実質細胞を Hanks-10 mM Hepes 
buffer, pH7.4（8 mM glucose、10 mg/ml BSA含有）で 3回洗浄した。その後、
100 n M 非標識 IGF-I存在、非存在下において[125I]-IGF-I（1-150 pM）を添加
し、20℃条件下で 2 時間、インキュベーションした。インキュベーション後、
結合しなかったフリーの[125I]-IGF-I を 4℃のインキュベーションバッファーで
2回洗浄した後、0.2 M NaOH 0.5 ml で細胞を溶解し、ガンマカウンター（ア
ロカ 7001）で[125I]-IGF-I から放出されるγ線を計測した。非特異的な結合は
100 nM 非標識 IGF-I 存在下でインキュベーションしたもの、特異的な結合は
total binding から非特異的な結合を差し引いたものとした。なお、以下の実験





[125I]-IGF-I と IGF-I 受容体との親和性を利用して、L-アスコルビン酸及びそ
の誘導体と IGF-I受容体との親和性を競合阻害試験により検討した。2-2.の方法
により、単離し、接着した肝実質細胞を Hanks-10 mM Hepes buffer, pH7.4（8 
mM glucose, 10  mg/ml BSA含有）で 3回洗浄した。その後、50 pM [125I]-IGF-I
存在下において種々の濃度の L-アスコルビン酸及びその誘導体を各々添加し、















・AG1478, AG538, D-(−)-イソアスコルビン酸 , デキサメタゾンは、
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.)から購入した。 
・ラパマイシン、PD98059は、R & D Systems (Minneapolis, MN, U.S.A.)から
購入した。 
・Minimum essential medium(MEM)、newborn bovine serum(NBS)は、Flow 
Laboratories (Irvine, Scotland)から購入した。 
・Collagenase (type II)は、Worthington Biochemical Co.(Freehold, NJ, U.S.A.)
から購入した。 
・L-アスコルビン酸、L-アスコルビン酸2グルコシド、デヒドロアスコルビン酸
は、(株）和光純薬工業 (Osaka, Japan)から購入した。 
・抗IGF-Iモノクローナル抗体、抗IGF-I受容体モノクローナル抗体(cat. no. 
GR11)は、Oncogene Research Products (Cambridge, MA, U.S.A.)から購入
した。 
・抗IGF-I受容体ポリクローナル抗体(phospho-Tyr 1161) は、Applied Bioche- 
mical Materials Inc. (Richmond, BC, Canada)から購入した。 
・抗TNF受容体-1モノクローナル抗体、TGF-αモノクローナル抗体は、Santa 
Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.A.)から購入した。 
・抗HGF受容体(c-Met)モノクローナル抗体は、Cell Signaling Technology, 
(Beverly, MA, U.S.A.)から購入した。 
・抗EGF受容体モノクローナル抗体は、New England Biolabs (Beverly, MA, 
U.S.A.)から購入した。 
・抗インスリン受容体(α-subunit)モノクローナル抗体は、Novus Biologicals, 
LLC (Littleton, CO, U.S.A.)から購入した。 
・抗IGF-II受容体モノクローナル抗体は、Epitomics, Inc. (Burlingame, CA, 
U.S.A.)から購入した。 
・[Methyl 3H] -thymidine (20 Ci/mmol)、[125I]-IGF-I (2705 Ci/mmol)は、

































Fig.5  L-アスコルビン酸及びその誘導体の構造式 








討した。Fig.6 には、AsA(3×10-6 M)添加 4時間後の肝実質細胞の位相差顕微鏡
像を示した。顕微鏡像から、AsA(3×10-6 M)添加した肝実質細胞(Fig.6 B)は、























3.3×104  cells/cm2 培養（刺激）時間：4時間 
A：control(medium), B：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)  
100 μm 







を Fig.7 A（DNA合成能）、Fig.7 B（核数計測）に示した。 
AsAと AsAの安定型誘導体の L-アスコルビン酸 2グルコシド（以下、AsA2G
と略す）は、培養 2 時間から肝実質細胞の DNA 合成能を上昇させ始め、培養
2.5時間で有意な増加を示し、その後も DNA合成能は上昇し、培養 4時間で最
大となった。この反応は培養 21時間後まで持続した。AsA及び AsA2Gによる
肝実質細胞の DNA 合成能の最大反応は、control(medium)と比較して各々約 6




核数計測の結果は、AsA 及び AsA2G は、DNA 合成能から遅れて、培養 2.5
時間から核数の増加が始まり、培養 3 時間で有意な増加が認められた。核数は
培養4時間で最大となり、以後、培養21時間まで持続した。このAsA及びAsA2G
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DNA合成能      B：核数（細胞増殖） 
3.3×104  cells/cm2 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 















































れた 4 時間に設定し、AsA 及びその誘導体の様々な用量における DNA 合成能
と核数の計測を行った。各々の結果を Fig.8（A：DNA 合成能、B：核数計測）
に示した。 
結果は、AsA(10-10-10-5 M)及び AsA2G(10-10-10-5 M)の添加群において、用量
依存的に肝実質細胞の DNA 合成能の上昇及び核数の増加が認められた。DNA
合成能の場合、AsA は 10-7 Mで有意な上昇が認められ、3×10-6 Mで最大反応
を得た。一方、AsA2Gは、AsAよりも低用量で DNA合成能を示し、最大反応
を示した濃度は 10-6 Mであった。AsA、AsA2Gの 50%有効濃度(EC50)は、それ
ぞれ 6.46×10-8 Mと 3.34×10-8 Mであり、AsA2Gの効力は、AsAの約 2倍で
あった(Fig.8 A)。核数計測の結果もほぼ同様な傾向が見受けられた(Fig.8 B)。 
一方、DAsAは 10-6 Mから 10-5 Mにおいて、弱い肝実質細胞の DNA合成能
の上昇及び核数の増加が認められたが、有意差を得るには至らなかった。また、
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DNA合成能      B：核数（細胞増殖） 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間 
L-Ascorbic acid(10-10 -10-5 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-10 -10-5 M), 
Dehydroascorbic acid(10-10 -10-5 M), Isoascorbic acid(10-10 -10-5 M) 
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×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)添加 4時間後に認められた。そこで、培養（刺激）
時間を 4 時間に固定し、特異的シグナル伝達因子阻害薬が、AsA 及び AsA2G
により誘発された肝実質細胞の DNA 合成能及び核数にどのような影響を及ぼ
すのかを検討した。 
本実験では、受容体チロシンキナーゼ阻害薬の AG1478(3×10-6 M) 45)、PI3K
阻害薬の LY294002(10-7 M) 46)、MAP キナーゼキナーゼ (MEK)阻害薬の
PD98059(10-6 M) 47)、mTOR阻害薬のラパマイシン(10 ng/ml) 48),49)をそれぞれ
使用した。これら特異的シグナル伝達因子阻害薬は、AsA(3×10-6 M)により誘


















L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2 グルコシドの肝実質細胞増
殖促進作用に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 
Fig.9 







DNA合成能      B：核数（細胞増殖） 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
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mAb EGFR(100 ng/ml)、mAb insulin R(100 ng/ml)、mAb IGF-I R(100 ng/ml)、
mAb IGF-II R(100 ng/ml)、mAb TNFR1(100 ng/ml)である。 
結果を Fig.10 に示した。mAb IGF-I Rは、唯一、AsA(3×10-6 M)及び AsA2G 
(10-6 M)により誘発された肝実質細胞の DNA合成能の上昇(Fig.10 A)及び核数
の増加(Fig.10 B)を、controlレベルにまで抑制することを見出した。一方、mAb 






mAb HGFR: monoclonal antibody to HGF receptor 
mAb EGFR: monoclonal antibody to EGF receptor 
mAb insulin R: monoclonal antibody to insulin receptor 
mAb IGF-I R: monoclonal antibody to IGF-I receptor 
mAb IGF-I R: monoclonal antibody to IGF-II receptor 
mAb TNFR1: monoclonal antibody to TNF receptor 1 
 
 





















DNA合成能      B：核数（細胞増殖） 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
mAb HGFR(100 ng/ml), mAb EGFR(100 ng/ml), mAb insulin-R(100 ng/ml), 
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次に初代培養肝実質細胞における AsA 及び AsA2G 誘発 DNA 合成能、細胞
増殖促進作用に対する IGF-I受容体モノクローナル抗体(1-100 ng/ml)の用量-反
応関係を検討した。 
結果を Fig.11に示した。AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)により誘発され
た肝実質細胞の DNA 合成能及び細胞増殖促進作用は、mAb IGF-I 受容体の用
量に依存して抑制された。このときの mAb IGF-I 受容体による 50％阻害濃度
（IC50）は、AsAに対しては 25 ng/ml で、AsA2Gに対しては 35 ng/ml だった。 
一方、AsA及び AsA2Gが肝実質細胞中の IGF-Iや TGF-αなどのオートクリ
ン因子の分泌を促進して DNA 合成能及び細胞増殖作用を促進している可能性
も考えられた。そこで、同様の方法を用いて、IGF-I(1-100 ng/ml)や TGF-α 
(1-100 ng/ml)を中和するモノクローナル抗体(mAb IGF-I、mAb TGF-α)の用量-
反応関係を検討した。  
結果は、mAb IGF-IまたはmAb TGF-αは、共在下において、AsA及び AsA2G















































初代培養肝実質細胞における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 
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DNA合成能      B：核数（細胞増殖） 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
mAb IGF-I R(0-100 ng/ml), mAb IGF-I(0-100 ng/ml), mAb TGF-α(0-100 ng/ml) 
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肝実質細胞を無血清培地に交換後、AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)を添
加し、一定時間培養し、肝実質細胞の IGF-I-RTK リン酸化活性及び MAPK リ
ン酸化活性を測定した。IGF-I-RTK(P-p95-kDa)リン酸化活性は、AsA(3×10-6 
M)や AsA2G(10-6 M)添加 3分後（培養 3分）に一過性の上昇ピークが認められ、
その活性比は、control と比較して、各々約 3倍だった(Fig.12)。 
一方、MAPKの場合、ERK1(p44 kDa)と ERK2(p42 kDa)の 2つのアイソフ
ォームが知られているが、AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)刺激により、肝
実質細胞において ERK2 のみにリン酸化が認められ、ERK1 のリン酸化は認め
られなかった。その活性のピークは、IGF-I-RTK のリン酸化から少し遅れて、































or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
L-Ascorbic acid 
L-Ascorbic acid 2-glucoside 
L-Ascorbic acid L-Ascorbic acid 2-glucoside 






Western blotting band  B：p95 IGF-I-RTKリン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2   
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M), 
AsA2G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M) 
平均値±標準誤差（n=3） 
各々control群に対する有意差（＊P＜0.05, ＊＊P＜0.01） 

















L-Ascorbic acid 2-glucoside 
L-Ascorbic acid L-Ascorbic acid 2-glucoside 
初代培養肝実質細胞における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン
酸 2 グルコシドによる MAPキナーゼリン酸化活性の経時的変化 
Fig.13 






Western blotting band  B：MAPキナーゼ(ERK1/2)リン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2   
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M), 
AsA2G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M) 
平均値±標準誤差（n=3） 
各々control群に対する有意差（＊P＜0.05, ＊＊P＜0.01） 








×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M) 添加 3分後に最大反応が認められた。そこで、培
養時間（刺激時間）を 3 分に固定し、特異的シグナル伝達因子阻害薬が、AsA
及び AsA2G 誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性にどのような影響を及ぼすのかを検
討した。    
その結果を Fig.14に示した。AG1478（3×10-6 M）や特異的 IGF-I RTK阻
害薬の AG538(10-7 M) 50)は、それぞれ AsA及び AsA2Gにより誘発された肝実
質細胞の IGF-I-RTK リン酸化活性を、control レベルにまで抑制した。一方、
LY294002(10-7 M) 、PD98059(10-6 M)及びラパマイシン(10 ng/ml)は、それぞ
れAsA及びAsA2Gにより誘発された肝実質細胞の IGF-I-RTKリン酸化活性に
影響を及ぼさなかった（Fig.14）。 
 一方、MAPK リン酸化活性の場合、最大反応が AsA(3×10-6 M)及び
AsA2G(10-6 M)添加 5 分後に認められ、そのリン酸化は ERK2 のみに認められ
た。そこで、培養時間（刺激時間）を 5 分に固定し、特異的シグナル伝達因子
阻害薬が、AsA 及び AsA2G により誘発された肝実質細胞の ERK2 リン酸化活
性にどのような影響を及ぼすのかを検討した。その結果を Fig.15 に示した。
AG1478（3×10-6 M）、LY294002(10-7 M) 、AG538(10-7 M)、PD98059(10-6 M)
は、それぞれ AsA及び AsA2Gにより誘発された肝実質細胞の ERK2リン酸化
活性を、controlレベルにまで抑制した。一方、ラパマイシン(10 ng/ml)は、AsA



































3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：3分間 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
AG1478 (3×10-6 M), LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 





























3-3. 初代培養肝実質細胞の IGF-I受容体に対する[125I]-IGF-Iと L-アスコルビン
酸及びその誘導体の結合性に関する検討 
 
3-3-1. 初代培養肝実質細胞における[125I]-IGF-Iの IGF-I受容体に対する結合 
実験 
 
初代培養肝実質細胞の IGF-I 受容体の発現を確認するため、IGF-I の結合性
を検討した。Caroらの方法 44)に従い、初代培養肝実質細胞における IGF-I受容
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して競合阻害を示し、次いで、AsA2G、AsA という順になり、50%阻害濃度（IC50）
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3.3×104  cells/cm2   
100 nM非標識 IGF-I存在下における[125I]-IGF-Iのγ線量 
100 nM非標識 IGF-I非存在下における[125I]-IGF-Iのγ線量 
(Total binding) － (Nonspecific binding) 
平均値（n=2） 
Scatchard plot (Kd : 0.35 nM, Bmax : 52.4 fmol) 























いて、AsA(3×10-6 M)とその安定型誘導体である AsA2G(10-6 M)は、培養時間
に依存して肝実質細胞の DNA 合成能の上昇及び核数の増加作用を発現するこ
とを見出した。また、その DNA合成能の上昇と核数の増加との間に 30分程度
の time lag が存在した。これは、本培養条件下において、AsA 及び AsA2G に















3.3×104  cells/cm2    
L-Ascorbic acid(10-10 -10-5 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-10 -10-5 M), 
Dehydroascorbic acid(10-10 -10-5 M), Isoascorbic acid(10-10 -10-5 M), 
IGF-I(10-10 -10-5 M) 
L-Ascorbic acid(1.8×10-7 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(5.4×10-8 M), 
IGF-I(4.3×10-10 M) 
平均値（n=2） 
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この原因の 1つに、細胞密度が考えられる。Nakamuraらによると、EGF及
びインスリンによる肝実質細胞の DNA 合成能において、subconfluent と高い
細胞密度条件下(105 cells/cm2)では、およそ培養 40時間以上経過しないと、DNA
合成能が上昇しないのに対し、2.5×104 cells/cm2と比較的低い細胞密度条件下







(10-10 -10-7 M)に依存して、HGFにより誘発された DNA合成能の上昇及び核数
の増加を抑制することが認められている 51)。従来、肝実質細胞の初代培養では、
Dexを 10-6 M程度使用したため、肝実質細胞の増殖が遅れたと考えられる。一
方、本研究の実験条件は、Dex を 10-10 Mと低用量に設定しているため、DNA
合成能及び細胞増殖促進作用が早期に起こったと考えられる。これら上記の 2
つの要因により、AsA 及び AsA2Gによる肝実質細胞の DNA合成能及び細胞増
殖促進作用が早期に現れたと考えられる。 
AsA及びその誘導体による肝実質細胞増殖促進作用の用量-反応関係(Fig.8)で
は、AsA(10-10-10-5 M)及び AsA2G(10-10-10-5 M)の用量に依存して、肝実質細胞
の DNA 合成能の上昇及び核数の増加が認められた。AsA による細胞増殖促進
作用及び抑制作用は、低用量(10-5-10-6 M)で増殖促進作用が、高用量(≧10-3 M)
で増殖抑制作用が認められる傾向がある 31),33),35)。本研究では、AsA は 3×10-6 M、
AsA2Gは 10-6 Mと比較的低用量で肝実質細胞増殖促進作用を示しており、他の
細胞を用いた報告と同様な傾向を示す結果が認められた。 
また、AsA と AsA2G との比較では、AsA2G の方が、より低用量で細胞増殖
促進反応を示しており、肝実質細胞の DNA合成能における 50%有効濃度(EC50)
は、AsAが 6.46×10-8 Mであるのに対し、AsA2Gは 3.34×10-8 Mとその効力
比は約 2 倍であった。これは、AsA よりも AsA2G の方が安定性が高いためと
考えられる。このような傾向は、他の細胞を用いた研究でも認められており、
Shibayama らは、ヒトの皮膚の線維芽細胞において、AsA 及び VCP-IS-Na(安
- 40 - 
 
定型 AsA 誘導体)の細胞増殖促進作用を比較した場合、AsA よりも VCP-IS-Na
の方がより低用量で増殖促進作用を示したと報告している 31)。 
一方、AsA の光学異性体であり、抗酸化作用をもつ IsoAsA は、肝実質細胞
の DNA合成能及び核数に変化を示さなかった。同じ検討を抗酸化作用を有する
ビタミンであるビタミン E（(+)α-tocopherol ; 10-8-10-5 M）やビタミン K1
（phylloquinone ; 10-8-10-5 M）のような脂溶性ビタミンについても行ったが、
これらは、肝実質細胞のDNA合成能及び核数に影響を及ぼさなかった(data not 
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体の併用実験でも、AsA、AsA2G により誘発された肝実質細胞の DNA 合成能
の上昇及び核数の増加には影響を及ぼさなかった。 










は、AsA及び AsA2G により誘発された肝実質細胞の DNA合成能及び細胞増殖
促進作用には影響を及ぼさなかった。Fig.10と Fig.11 の結果を総合的に解釈す
ると、AsA 及び AsA2G は、ラット肝実質細胞の IGF-I 受容体を直接刺激する
ことにより、DNA合成能を上昇させ、細胞増殖を促進していることが考えられ
た。 
IGF-I は、約 7.5 kDa の単鎖のポリペプチドで、構造的にインスリンと相同
性が高い 55）。血漿中では、約 20-80 nM 程度存在し、IGF 結合タンパク質
（insulin-like growth factor binding protein : IGFBP）と結合して血液中を循
環している。大部分は肝臓で生合成され、ホルモンやオートクリン/パラクリン




といわれている 57）。IGF-I をリガンドとする IGF-I 受容体は、EGF 受容体や
HGF受容体のようなチロシンキナーゼ内蔵型の受容体であり、インスリン受容
体と高い相同性（84％）をもつ。この受容体は、Fig.18 のように 135 kDa の α
サブユニットと 90 kDaの βサブユニットがS-S結合したヘテロ四量体を形成し
ている。また、αサブユニットには、システイン残基に富む領域（システインリ
ッチドメイン）、β サブユニットの細胞内部には、チロシンキナーゼドメインが






















性化される。更に、Raf→MAPキナーゼキナーゼ（MAPK/ERK kinase : MEK）
→MAPキナーゼ（extracellular signal-regulated kinase : ERK）と順に活性化
され、活性化された ERKが遺伝子の発現などを調節し、細胞増殖を促している
といわれている 59)～61)。また、IGF-I受容体の活性化は、インスリン受容体基質
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1（insulin receptor substrate-1 : IRS-I）を介して、アポトーシス抑制に関与す
る PI3K/Akt経路を活性化させるといわれている 60)～63)。 
Fig.6～11 より、AsA 及び AsA2G は、肝実質細胞の IGF-I 受容体に結合し、
MAP キナーゼ経路を介して肝実質細胞の DNA 合成能及び細胞増殖を促してい
るものと考えられる。そこで、Western blot 解析法を用いて、IGF-I 受容体に




リン酸化活性及び MAP キナーゼリン酸化活性を測定した。IGF-I-RTK リン酸
化活性は、AsA(3.3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)添加 3分後に一過性の上昇ピ
ークが認められた(Fig.12)。一方、MAPK（ERK1/2）リン酸化活性は、AsA(3.3
×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)添加後、ERK2のみリン酸化が認められ、ERK1
のリン酸化は認められなかった。ERK2 リン酸化活性は、AsA及び AsA2G添加
5分後に一過性の上昇ピークが認められた(Fig.13)。IGF-I-RTKリン酸化活性と
ERK2 リン酸化活性のピークの間にある time lag は、IGF-I-RTK の下流に
ERK2が存在していることを意味し、AsA及び AsA2Gにより IGF-I-RTKが活
性化（リン酸化）され、その活性化に伴い ERK2 が活性化したものと考えられ




以後の実験では、培養時間（刺激時間）を IGF-I-RTK リン酸化活性は 3 分、
MAPK 活性は 5 分に固定し、AsA 及び AsA2G により誘発された肝実質細胞の
IGF-I-RTK リン酸化活性と MAPK リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達
因子阻害薬の効果を検討した。 
AsA(3.3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)により誘発された IGF-I-RTKリン酸化
活性は、AG1478 （RTK阻害薬）と AG538（特異的 IGF-I受容体 RTK阻害薬）
により、抑制され、その抑制作用は AG538の方が強く現れた(Fig.14)。これは、
AsA及び AsA2Gが、特異的に IGF-I受容体に結合し、IGF-I受容体の RTKを
リン酸化しているため、AG1478 よりも AG538 の方が AsA 及び AsA2G 誘発
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一方、AsA(3.3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)により誘発された ERK2リン酸
化活性は、IGF-I-RTKリン酸化活性と同様に、AG1478 （RTK阻害薬）と AG538
（特異的 IGF-I受容体 RTK阻害薬）により、抑制され、その抑制作用は AG538
の方が強く現れた(Fig.15)。しかし、LY294002（PI3K阻害薬）、PD98059 （MEK




IGF-I-RTK リン酸化活性及び MAPK リン酸化活性の結果より、AsA 及び
AsA2G は、IGF-I 受容体刺激後、IGF-I-RTK→PI3K→MEK→ERK2→mTOR
と順に活性化していくと考えられる。mTOR は活性化（リン酸化）されると、
4E結合タンパク質１（4E binding protein 1 : 4E-BP1）をリン酸化し、これに
より翻訳制御因子 4E（eukaryotic initiation factor 4E : elF4E）が解離する。
elF4Eは cyclin D の発現を促し、これが細胞周期の G1期を S期に移行させ、
DNA合成が促進されるといわれている。また、mTORは p70 リボソーム S6キ




4-3. 初代培養肝実質細胞の IGF-I 受容体に対する L-アスコルビン酸及びその誘
導体の結合性 
 








線になり解離定数（Kd）が 1 つになったことから、肝実質細胞における IGF-I
の結合部位は 1種であることが考えられた（Fig.16）。解離定数は、リガンドと
受容体との結合性を示す固有の値である。本実験から求められた解離定数は、
0.35 nM であり、これは、他の細胞を用いた IGF-I 受容体結合実験においても
類似の値が報告されている 69),70)。従って、この値は IGF-Iと IGF-I受容体の解
離定数であることを意味しており、本実験のアプローチからも、初代培養肝実
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質細胞において、IGF-I受容体が発現していることを証明することができた。 
 この結果を踏まえて、50 pM [125I]-IGF-I存在下において、AsA 及びその誘導
体が IGF-I 受容体に対してどの程度、競合阻害するかを検討した。Fig.17 に示
したように、IGF-Iの阻害効果が最も高く、その 50%阻害濃度（IC50）は 4.3×
10-10 Mであり、次いで AsA2G（IC50：5.4×10-8 M）、AsA（IC50：1.8×10-7 M）
という順であった。この IC50は、IGF-I 受容体との結合の特異性を示し、比較
するとその効力比は AsA：AsA2G：IGF-I ＝ 1：3：420 となった。これは、










IGF-I 受容体の α サブユニットには、アミノ酸配列 148~302 番目の間に 24
個のシステイン残基を含む領域（システインリッチドメイン）が存在している
（Fig.19）。リガンドである IGF-I は、この領域のアミノ酸配列 223~274 番目
の間に結合するといわれており、これは、インスリン受容体と IGF-I 受容体の





及び AsA2G は、IGF-I 受容体に対して IGF-I と競合阻害を示し、また、mAb 
IGF-I 受容体は AsA 及び AsA2G による肝実質細胞増殖促進作用が抑制するこ



























用を増強させるといわれている 3）。AsAや AsA2Gが IGF-I様作用を示したこと
から、その作用がカテコールアミンの影響を受ける可能性も十分あると考えら
れる。そこで、第 2 章では、AsA 及び AsA2G の肝実質細胞増殖促進作用に対
するアドレナリン作動性調節機構との関連性について検討を行った。 
148 302223 274 711 973 1229 1337
Cysteine rich domain Tyrosine kinase domain
IGF-I L-Ascorbic acid
α subunit β subunit





























受容体に分類されている。更に、α 受容体は、α1及び α2に、β 受容体は、β1及
び β2のサブタイプが存在する。α1受容体を介する α1作用は、Gq タンパク質の
活性化を経て、ホスホリパーゼ C（phospholipase C : PLC）を活性化する。こ
れによりイノシトール三リン酸（inositol triphosphate : IP3）とジアシルグリセ




IGF-I: insulin-like growth factor I 
RTK: receptor tyrosine kinase 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
MEK: MAPK/ERK kinase 
ERK: extracellular signal-regulated kinas 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
p70S6K: 70-kDa ribosomal protein S6 kinase  
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加、DGはプロテインキナーゼ C（protein kinase C : PKC）の活性化に寄与し
ている(Fig.21 右)。一方、β 作用は、β 受容体刺激による Gs タンパク質の活性
化を経て、アデニル酸シクラーゼ（adenylate cyclase : AC）を活性化し、細胞
内 cAMP の増加を引き起こす。更に、この cAMP はプロテインキナーゼ A
（protein kinase A : PKA）を活性化する。それに対して、α2作用は、α2受容体







































は β1 作動性シグナル伝達系による調節のみ 78)、血小板由来増殖因子
(platelet-derived growth factor : PDGF)は α1作動性シグナル伝達系による調節
のみ 79)と、それぞれ異なった増強シグナルによる調節を受けていることが示め






























Celluar effects Celluar effects
Celluar effects
Cross-talk？ Cross-talk？










AC: adenylate cyclase 
PKA: protein kinase A 
RTK: receptor tyrosine kinase 
MEK: MAPKK/ERK kinase 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
 
PLC: phospholipase C 
IP3: inositol triphosphate 
DG: diacylglycerol 
PKC: protein kinase C 
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した。AsA 及び AsA2G が IGF-I 受容体のリガントとして、細胞増殖促進作用
を示すことを見出したので、上記のようなカテコールアミンとの併用により、
AsA 及び AsA2G の肝実質細胞増殖促進作用は増強される可能性が高いことが
推察された。そこで、第 2 章では、AsA 及び AsA2G の肝実質細胞増殖促進作
用とアドレナリン作動性調節機構との関連性について、肝実質細胞の DNA合成


























2-3. 肝実質細胞の DNA合成能の測定 
第 1章の「肝実質細胞の DNA合成能の測定」の項目に準じた。 
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2-4. 核数計測 










・2,4-dideoxyadenosine, 8-bromo cAMP, H-89, metaproterenol hemisulfate, 
GF109203X hydrochloride, phenylephrine hydrochloride, UK14304, 
ionomycin calcium saltは、Sigma-Aldrich(St.Louis, MO, U.S.A.)から購入 
した。 
・U-73122は、Enzo Life Sciences(Farmingdale, NY, U.S.A.)から購入した。 















Fig.22 には、培養 4時間後における、AsA(3×10-6 M)単独及び Phenyまたは
Meta併用の肝実質細胞の位相差顕微鏡像を示した。顕微鏡像から、肝実質細胞
数は、AsA添加により増加したことが確認できた(Fig.22 AsA)。一方、α1作動
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と核数計測の結果を Fig.23に示した。培養 4時間後の DNA合成能では、AsA(3
×10-6 M)単独で control と比較して約 6倍まで増加したのに対して、Pheny(10-6 
M)との併用では、更に上昇し、controlの約 15倍まで増加した(Fig.23 A)。また、





























Optical micrographs of hepatocytes Fig.17 
AsA C 
AM AP 































or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 









3.3×104  cells/cm2  培養（刺激）時間：4時間 
C：control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 
AP：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋phenylephrine(10-6 M), 
AM：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋metaproterenol(10-6 M), 
100 μm 






































   
   
   










































or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 











3.3×104  cells/cm2  培養（刺激）時間：4時間 
L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 



















Fig.24 は、AsA(3×10-6 M)または AsA2G(10-6 M)と Pheny(10-6 M)80)の併用に
よる初代培養肝実質細胞の ERK1/2(pERK1/2)リン酸化活性の経時的変化を
Western blot解析法により直接測定した結果である。無血清培地に交換した 3.3
×104 cells/cm2の肝実質細胞に AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)を添加する
と、ERK2 リン酸化活性は、添加 1 分後から上昇し、添加 5 分後には一過性の
ピークを迎え、その活性比は controlと比較して各々約 3倍だった。一方、ERK1
は AsA及び AsA2G で刺激をしても、それらの活性上昇は認められなかった。 
これらに対して、Pheny(10-6 M)共存在下において、AsA及び AsA2Gによる
ERK2リン酸化活性は、AsA及び AsA2G単独よりも更に一過性に増強し、それ
らのピークは添加 5分後にみられ、活性比は controlと比較して共に約 4倍であ
った。ERK1 は AsA 及び AsA2G 単独と同様、Pheny 共存在下においても、活




























3-2-2. フェニレフリン存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン 
A 
L-Ascorbic acid L-Ascorbic acid 2-glucoside 
B 
0                    1 min                            3 min                                   5 min                          10 min                             30 min                            60 min
ERK1
ERK2
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or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
Fig.24 
L-Ascorbic acid 









Western blotting band   B：MAPキナーゼ(ERK1/2)リン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2      
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 
G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), P：Phenylephrine(10-6 M), 
AP：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋phenylephrine(10-6 M), 
















































































- 57 - 
 
酸 2グルコシド誘発 ERK2リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因 
子阻害薬の効果 
 
Fig.24 の結果から、肝実質細胞の ERK2 リン酸化活性の上昇ピークが、AsA(3
×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)添加 5分後に認められた。そこで、培養時間（刺
激時間）を 5 分に固定し、α1受容体/PLC/PKC 経路及び MAP キナーゼ経路に
関するそれぞれの特異的シグナル伝達因子阻害薬を用いて、これらの薬物が、
AsA 及び AsA2G により誘発された肝実質細胞の ERK2 リン酸化活性に対する
Phenyの増強作用にどのような影響を及ぼすか検討した。 
Fig.25 には、Pheny存在下における AsA(Fig.25 A)及び AsA2G(Fig.25 B)誘発
ERK2リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果の結果を示し
た。AsA誘発 ERK2 リン酸化活性は、Phenyの用量(10-8-10-6 M)に依存して増強
された。この Pheny(10-6 M)による AsA 誘発 ERK2 リン酸化増強作用は、PLC
阻害薬の U-7312281)の用量に依存して、抑制が認められ、10-6 M の U-73122 に
より、ERK2リン酸化活性は、AsA単独レベルにまで抑制された(Fig.25A)。 
α1受容体刺激により、PLC が活性化され、これにより DG と IP3が合成され
ることが知られている。 DGは PKCを活性化し、IP3は細胞内 Ca2+濃度を増加
させる。この PKCと細胞内 Ca2+濃度の影響について検討するため、細胞内 Ca2+
濃度を増加させるイオノマイシン(10-7 M)82)と PKC 阻害薬の GF109203X(10-7 
M)83)を用いて、AsA 誘発 ERK2リン酸化増強作用に対して検討した。イオノマ
イシン(10-7 M)は、AsA 誘発 ERK2 リン酸化の増強作用に影響を及ぼさなかっ
た。一方、GF109203X(10-7 M)は、AsA誘発 ERK2リン酸化活性に影響を及ぼ
さなかったが、Phenyによる AsA誘発 ERK2リン酸化活性増強作用は、完全に
抑制し、ERK2リン酸化活性を AsA単独レベルにまで抑制させた(Fig.25 A)。 
また、特異的 IGF-I-RTK 阻害薬の AG538(10-7 M)、 PI3K 阻害薬の
LY294002(10-7 M)、MEK阻害薬の PD98059(10-6 M)は、各々Pheny(10-6 M)によ
る AsA誘発 ERK2 リン酸化増強作用のみならず、AsA単独による ERK2リン酸
化活性をも完全に抑制し、ERK2 リン酸化活性は control レベルにまで抑制した
が、mTOR阻害薬のラパマイシン(10 ng/ml)は、影響を及ぼさなかった。なお、
各種特異的シグナル伝達阻害薬単独では、肝実質細胞の ERK2 のリン酸化には影
響を及ぼさなかった (Fig.25 A)。 




























































L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：5分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
Phenylephrine(10-8-10-6 M), U-73122(10-7/10-6 M), Ionomycin(10-7 M), 
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3-2-3. TPA存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2グルコシ 









TPA 存在下における AsA 誘発 ERK2 リン酸化活性は、TPA の用量(10-9-10-7 
M)85)に依存して増強を示した。一方、この TPA(10-7 M)の AsA に対する ERK2
リン酸化増強作用は、U-73122(10-7/10-6 M)では、抑制されなかった(Fig.26 A)。 
一方、GF109203X(10-7 M)は、TPA(10-7 M)による AsA誘発 ERK2リン酸化
増強作用を完全に抑制し、ERK2 リン酸化活性を AsA(3×10-6 M)単独レベルに
まで抑制した(Fig.26 A)。 
AG538(10-7 M)、LY294002(10-7 M)、PD98059(10-6 M)は、それぞれ TPA(10-7 
M)による AsA 誘発 ERK2 リン酸化に対する増強作用のみならず、AsA 単独に
よる ERK2 リン酸化まで抑制し、ERK2 リン酸化活性を control レベルにまで
著しく抑制した。一方、ラパマイシン(10 ng/ml)は、TPA(10-7 M)による AsA誘
発 ERK2リン酸化増強作用に影響を及ぼさなかった。なお、TPA(10-7 M)単独で
は、肝実質細胞の ERK2のリン酸化作用は示さなかった(Fig.26 A)。 
以上のように、PhenyによるAsA誘発ERK2リン酸化増強シグナル（Fig.25）
との相違点は、TPA による AsA 誘発 ERK2 リン酸化増強シグナルは、PLC 阻
害薬の U-73122 により抑制されない点であった。 

















































TPA存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2グル 
コシド誘発 ERK2リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻 
害薬の効果 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 














L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：5分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M),  
TPA(10-9-10-7 M), U-73122(10-7/10-6 M), Ionomycin(10-7 M), GF109203X(10-7 M), 
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Pheny 併用による IGF-I-RTK リン酸化活性の経時的変化を Western blot 解析
法により直接測定した結果である。無血清培地に交換した肝実質細胞に AsA(3
×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)を添加すると、IGF-I-RTKリン酸化活性は、添加
1分後から上昇し、添加 3分後に一過のピークを迎え、その活性比は controlと











及び AsA2G(10-6 M)添加 3分後に認められた。AsAや AsA2Gによる培養時間
（刺激時間）を 3分に固定し、TPAや各種シグナル伝達因子阻害薬が、AsA及
び AsA2G誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性にどのような影響を及ぼすのか検討し
た。AsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性は、Pheny(10-6 M)及び TPA (10-7 M)の
各々併用においてもリン酸化増強作用は認められなかった(Fig.27 B,28 A)。また、
U-73122(10-6 M)、イオノマイシン(10-7 M)、GF109203X(10-7 M)は、それぞれ
AsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性に影響を及ぼさなかった。GF109203X(10-7 
M)に関しては TPA(10-7 M)共存在下(GF109203X + TPA + AsA)においても、同
様に AsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性に影響を及ぼさなかった。一方、AG538 
(10-7 M)は、それぞれ AsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性を control レベルにま
で抑制したが、LY294002(10-7 M)、PD98059(10-6 M)、ラパマイシン(10 ng/ml)
は、それぞれAsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性に影響を及ぼさなかった(Fig.28 
A)。 
TPA(10-7 M)による AsA2G(10-6 M)誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性に対する特
異的シグナル伝達因子阻害薬の効果は、AsA を用いた場合と同様な結果が得ら
れた（Fig.28 B）。 



















L-Ascorbic acid 2-glucoside 








or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
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Western blotting band   B：p95 IGF-I-RTKリン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2      
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 
G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), P：Phenylephrine(10-6 M), 
AP：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋phenylephrine(10-6 M), 















































































































L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：3分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), 
Phenylephrine(10-6 M), U-73122(10-6 M), Ionomycin(10-7 M),  
GF109203X(10-7 M), TPA(10-7 M), , LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 
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培養 4時間の結果を Fig29(AsA)と Fig.30(AsA2G)に示した。Pheny(10-6 M)及
び TPA(10-7 M)併用により、AsA誘発肝実質細胞 DNA合成能及び核数の増強が
認められた。更に、AG538(10-7 M)、LY294002(10-7 M)、PD98059(10-6 M)、ラ
パマイシン(10 ng/ml)は、それぞれ Pheny(10-6 M)及び TPA(10-7 M)による AsA
誘発 DNA 合成能の上昇及び核数の増加を control レベルにまで抑制した。
U-73122(10-6 M)は、Pheny(10-6 M)による AsA 誘発 DNA 合成能の上昇及び核
数の増加を AsA 単独レベルにまで抑制したが、TPA(10-7 M)による AsA 誘発
DNA 合成能の上昇及び核数の増加には影響を及ぼさなかった。また、










































or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 












3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), Phenylephrine(10-6 M), TPA(10-7 M),  
AG538(10-7 M), LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 

























   
   
   






























































































初代培養肝実質細胞におけるフェニレフリンまたは TPA による L-アス
コルビン酸 2 グルコシド誘発 DNA 合成能及び細胞増殖促進作用に対す
る特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 
 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 













3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間    
L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), Phenylephrine(10-6 M), TPA(10-7 M),  
AG538(10-7 M), LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 
Rapamycin(10 ng/ml), U-73122(10-7/10-6 M), GF109203X(10-7 M) 
平均値±標準誤差（n=3） 
L-アスコルビン酸 2グルコシド単独添加群に対する有意差（＊P＜0.05, ＊＊P＜0.01） 
L-アスコルビン酸 2グルコシド＋フェニレフリン併用群に対する有意差 
（♯P＜0.05, ♯♯P＜0.01） 






















   
   
   





















































































Fig.31 は、AsA または AsA2G と Meta の併用による初代培養肝実質細胞の
ERK1/2(pERK1/2)リン酸化活性の経時的変化を Western blot 解析法により直
接測定した結果である。無血清培地に交換した 3.3×104 cells/cm2の肝実質細胞
に AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)を添加すると、ERK2 リン酸化活性は、
添加 1 分後から上昇し、添加 5 分後には一過性のピークを迎え、その活性比は
controlと比較して各々約 3倍だった。一方、ERK1は AsA及び AsA2Gで刺激
をしても、活性上昇は認められなかった。 
これらに対して、Meta(10-6 M)86）共存在下において、AsA 及び AsA2G によ
る ERK2 リン酸化活性は、AsA 及び AsA2G 単独よりも更に一過性に増加し、
それらのピークは添加 5分後にみられ、活性比は controlと比較して共に約 4倍
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or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 










Western blotting band   B：MAPキナーゼ(ERK1/2)リン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2      
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 
G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), M：Metaproterenol(10-6 M), 
AM：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋metaproterenol(10-6 M), 
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3-3-2. メタプロテレノール存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビ 




10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)添加 5分後に認められた。そこで、培養時間（刺激
時間）を 5 分に固定し、β2受容体/AC/PKA 経路及び MAP キナーゼ経路に関す
る特異的シグナル伝達因子阻害薬を用いて、これらの薬物が、AsA 及び AsA2G
誘発肝実質細胞の ERK2 リン酸化活性に対する Meta の増強作用にどのような
影響を及ぼすのかについて検討した。 
Fig.32 には、Meta 存在下における AsA(Fig.32 A)及び AsA2G(Fig.32 B)誘発
ERK2 リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果の結果を示
した。AsA誘発 ERK2 リン酸化活性は、Metaの用量(10-8-10-6 M)に依存して増
強を示した。このMetaによる AsA誘発 ERK2リン酸化増強作用は、α2受容体
作動薬の UK1430487)の用量(10-7/10-6 M)に依存して、抑制が認められ、10-6 M
の UK14304 により、ERK2 リン酸化活性は、AsA 単独レベルにまで抑制され
た(Fig.32 A)。 
β2受容体刺激により、AC が活性化され、これにより cAMP が合成される。
合成された cAMPは PKAを活性化する。この ACと PKAの影響を検討するた
め、AC 阻害薬の 2,4-dideoxyadenosine(10-6 M)88)と PKA 阻害薬の H-89(10-7 
M)89)をMetaによるAsA誘発ERK2リン酸化増強作用に対して検討したところ、
両者とも Meta による AsA 誘発 ERK2 リン酸化活性に対する増強作用を AsA
単独レベルにまで抑制した（Fig.32 A）。 
また、AG538(10-7 M)、LY294002(10-7 M)、PD98059(10-6 M)は、それぞれ




さなかった。その他、UK14304(10-6 M)、2,4-dideoxyadenosine(10-6 M)、H-89 
(10-7 M)をそれぞれ用いた場合でも AsA誘発 ERK2リン酸化活性に対する増強
作用は認められなかった(Fig.32 A)。 











































メタプロテレノール存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコル 
















L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：5分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M),  
Metaproterenol(10-8-10-6 M), UK14304(10-7 /10-6 M),  
2,4-Dideoxyadenosine(10-6 M), H-89(10-7 M), AG538(10-7 M),  
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Fig.33 には、cAMPの細胞膜透過性誘導体である 8-bromo cAMP 併用におけ
る AsA及び AsA2G誘発 ERK2リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子
阻害薬の効果を示した。AsA誘発 ERK2 リン酸化活性は、8-bromo cAMPの用
量(10-9-10-7 M) 90)に依存して増強を示し、8-bromo cAMP は、Metaと同様のリ
ン酸化増強作用を示した。しかし、この 8-bromo cAMPによる AsA誘発 ERK2
リン酸化増強作用は、UK14304 (10-7/10-6 M)や 2,4-dideoxyadenosine(10-6 M)
では、抑制されなかった(Fig.33 A)。 
その他の結果は、Meta(Fig.32)を用いた場合と類似の傾向が見られた。
H-89(10-7 M)は、8-bromo cAMP(10-7 M)による AsA誘発 ERK2 リン酸化増強
作用をAsA単独レベルにまで抑制した。またAG538(10-7 M)、LY294002(10-7 M)、
PD98259(10-6 M)は、それぞれ 8-bromo cAMP(10-7 M)による AsA誘発 ERK2
リン酸化に対する増強作用のみならず、AsA 単独による ERK2 リン酸化まで抑
制し、ERK2リン酸化活性を controlレベルにまで著しく抑制した。一方、ラパ
マイシン(10 ng/ml)は、8-bromo cAMP(10-7 M)による AsA誘発 ERK2リン酸化
増強作用に影響を及ぼさなかった(Fig.33 A)。なお、8-bromo cAMP単独(10-7 M)
は、肝実質細胞の ERK2リン酸化に影響を示さなかった(Fig.33 A)。 
以上のように、Meta による AsA 誘発 ERK2 リン酸化活性増強シグナルとの
相違点は、8-bromo cAMP による AsA誘発 ERK2リン酸化活性増強シグナルの
場合は、α2受容体作動薬の UK14304 及び AC 阻害薬の 2,4-dideoxyadenosine
との併用により抑制されない点であった。 


















































8-Bromo cAMP 存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビ 
















L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：5分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M),  
8-Bromo cAMP(10-9-10-7 M), UK14304(10-7 /10-6 M),  
2,4-Dideoxyadenosine(10-6 M), H-89(10-7 M), AG538(10-7 M), 




L-アスコルビン酸＋8-bromo cAMP 併用群もしくは L-アスコルビン酸 2グルコ
シド＋8-bromo cAMP併用群に対する有意差（♯P＜0.05, ♯♯P＜0.01） 
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Fig.34 は、初代培養肝実質細胞における、AsA 及び AsA2G 単独とそれらと
Meta併用による IGF-I-RTKリン酸化活性化の経時的変化をWestern blot解析
法により直接測定した結果である。無血清培地に交換した肝実質細胞に AsA(3
×10-6 M)及び AsA2G(10-6 M)を添加すると、IGF-I-RTKリン酸化活性は、その
1分後から上昇し、添加 3分後にはピークを迎え、その活性比は controlと比較
して各々約 3倍を示した。これに対し、Meta(10-6 M)共存下における AsA及び









Fig.34 の結果より、IGF-I-RTKリン酸化活性の上昇ピークが AsA(3×10-6 M)
及び AsA2G(10-6 M)添加 3 分後にみられた。そこで、AsA 及び AsA2G による
培養時間（刺激時間）を 3 分に固定し、8-bromo cAMP や各種特異的シグナル
伝達因子阻害薬が、 AsA 及び AsA2G 誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性にどのよ
うな影響を及ぼすのか検討した。Meta(10-6 M)や 8-bromo cAMP(10-7 M)は、AsA
誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性に対して有意な増強作用を示さなかった(Fig.34 
B, Fig.35 A)。また、UK143 04(10-6 M)、2,4-dideoxyadenosine(10-6 M)、H-89(10-7 
M)は、それぞれ AsA 誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性に影響を及ぼさなかった。
更に、H-89(10-7 M)に関しても 8-bromo cAMP(10-7 M)共存在下(H-89 + 8-bromo 
cAMP + AsA)においても、同様に AsA誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性に影響を
及ぼさなかった（Fig.35 A）。一方、AG538(10-7 M)は、それぞれ AsA 誘発
IGF-I-RTKリン酸化活性を controlレベルにまで抑制したが、LY294002(10-7 M)、
PD98059(10-6 M)、ラパマイシン (10 ng/ml)は、それぞれ AsA誘発 IGF-I-RTK
リン酸化活性に影響を及ぼさなかった(Fig.35 A)。 
8-bromo cAMP(10-7 M)による AsA2G(10-6 M)誘発 IGF-I-RTKリン酸化活性
に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果は、AsA(3×10-6 M)を用いた場 
 合と同様な結果が得られた（Fig.35 B）。 





















L-Ascorbic acid 2-glucoside 







or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 
Fig.34 
0                    1 min                                 3 min                                   5 min                     10 min                             30 min                            60 min




0                    1 min                                 3 min                                   5 min                     10 min                             30 min                            60 min
p95











Western blotting band   B：p95 IGF-I-RTKリン酸化活性 
3.3×104  cells/cm2      
C：Control(medium), AsA：L-Ascorbic acid(3×10-6 M) , 
G：L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M), M：Metaproterenol(10-6 M), 
AM：L-Ascorbic acid(3×10-6 M)＋metaproterenol(10-6 M), 































































































8-Bromo cAMP 存在下における L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン 

















L-Ascorbic acid     B：L-Ascorbic acid 2-glucoside 
3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：3分間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), L-Ascorbic acid 2-glucoside(10-6 M),  
Metaproterenol(10-6 M), UK14304(10-7 /10-6 M), 2,4-Dideoxyadenosine(10-6 M),  
H-89(10-7 M), 8-bromo cAMP(10-7 M) ,LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 
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3-3-6. 初代培養肝実質細胞におけるメタプロテレノールまたは 8-bromo cAMP





下における AsA 及び AsA2G により誘発された肝実質細胞の DNA 合成能及び
細胞増殖促進作用に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果の検討を行っ
た。肝実質細胞を無血清培地交換後、Meta、8-bromo cAMP及び各種特異的シ
グナル伝達因子阻害薬存在/非存在下において AsA(3×10-6 M)及び AsA2G(10-6 
M)を添加し、培養して、DNA合成能及び核数計測を行った。 
培養 4 時間の結果を Fig36(AsA)と Fig.37(AsA2G)に示した。Meta(10-6 M)及
び 8-bromo cAMP(10-7 M)併用によりAsA誘発肝実質細胞DNA合成能及び核数
の増強が認められた。更に、AG538(10-7 M)、LY294002(10-7 M)、PD98059(10-6 
M)、ラパマイシン(10 ng/ml)は、Meta(10-6 M)及び 8-bromo cAMP(10-7 M)によ
る AsA誘発 DNA合成能の上昇及び核数の増加を、controlレベルにまで抑制し
た。また、2,4-dideoxyadenosine(10-6 M)は、Meta(10-6 M)による AsA誘発 DNA
合成能の上昇及び核数の増加を AsA 単独レベルにまで抑制したが、8-bromo 
cAMP(10-7 M)による AsA誘発 DNA合成能の上昇及び核数の増加には影響を及
ぼさなかった。また、H-89(10-7 M)は、Meta(10-6 M)及び 8-bromo cAMP(10-7 M)
各々併用においても AsA誘発DNA合成能の上昇及び核数の増加を AsA単独レ




































Fig.36 初代培養肝実質細胞におけるメタプロテレノールまたは 8-bromo 
cAMP による L-アスコルビン酸誘発 DNA 合成能及び細胞増殖促進
作用に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 
 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 











3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間    
L-Ascorbic acid(3×10-6 M), Metaproterenol(10-6 M), 8-Bromo cAMP(10-7 M),  
AG538(10-7 M), LY294002(10-7 M), PD98059(10-6 M), 



























   
   
   




























































































Fig.37 初代培養肝実質細胞におけるメタプロテレノールまたは 8-bromo 
cAMP による L-アスコルビン酸 2 グルコシド誘発 DNA 合成能及び細
胞増殖促進作用に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 
 
or Absence of Metaproterenol or 8-Bormo cAMP 












3.3×104  cells/cm2   培養（刺激）時間：4時間    
L-Ascorbic acid 2-gluc side(10-6 M), Metaproterenol(10-6 M),  
8-Bromo cAMP(10-7 M), AG538(10-7 M), LY294002(10-7 M), PD98059(10-6M), 
Rapamycin(10 ng/ml), 2,4-Dideoxyadenosine(10-6 M), H-89(10-7 M) 
平均値±標準誤差（n=3） 

























   
   
   











































































Fig.22,23 より、α１作動薬の Pheny 及び β2作動薬の Meta は、それぞれ初代
培養肝実質細胞の AsA 誘発 DNA 合成能及び細胞増殖促進作用を、各々用量に
依存して増強した。また、同様の傾向が IGF-Iに関して報告されていたため 53）、




4-1. L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2グルコシドによる肝実質細胞増
殖促進作用に対する α１アドレナリン作動性調節機構 
 
3-2.で、初代培養肝実質細胞における AsA 及び AsA2Gによる肝実質細胞増殖 
促進作用に対する α１アドレナリン作動性調節機構の検討を行った。Pheny併用
により AsA 及び AsA2G 誘発 ERK2 リン酸活性が増強されたことから、Pheny
による AsA 及び AsA2G 誘発肝実質細胞 DNA 合成能、細胞増殖促進作用の増
強には、少なくとも ERK2 リン酸化活性の増強が関与していると考えられる
（Fig.24,25）。Pheny は、α1受容体を刺激すると Gq タンパク質を介して PLC
を活性化させることが知られている。PLCは PIP2から IP3と DGへの変換を触
媒する。IP3は細胞内に遊離 Ca2+濃度を増加させ、DGは PKCを活性化させる。
Fig.25,26 の結果では、Pheny や PKC 活性化薬の TPA を AsA や AsA2G と併




誘発 ERK2 リン酸化増強作用は、少なくとも PKC の活性化が関与していると
考えられる。PLC阻害薬の U-73122が、Phenyの効果を抑制したのは、U-73122
が PLC を阻害することにより、Pheny による間接的 PKC 活性化を阻害したた
めと考えられる。また、カルシウムイオノフォアのイオノマイシンが、AsA 及
び AsA2G 誘発 ERK2 リン酸化活性に影響を及ぼさなかったことから、細胞外
からの Ca2+の流入は、AsA及び AsA2G誘発 ERK2リン酸化増強作用には有意
な影響を及ぼさないと考えられる。 
 また、IGF-I-RTK リン酸化活性に関しては、AsA 及び AsA2G により、
IGF-I-RTKリン酸化活性は上昇したが、Phenyや TPAによる、AsA及びAsA2G
誘発 IGF-I-RTK リン酸化活性を増強することは認められなかった。特異的
IGF-I-RTK阻害薬の AG538は、AsA及び AsA2Gによる IGF-I-RTKリン酸化




















RTK: receptor tyrosine kinase 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
MEK: MAPK/ERK kinase 
ERK: extracellular signal-regulated kinas 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
 
PLC: phospholipase C 
IP3: inositol triphosphate 
DG: diacylglycerol 









3-3.では、3-2.と同様の方法で初代培養肝実質細胞における AsA 及び AsA2G
による細胞増殖促進作用に対する β2アドレナリン作動性調節機構の検討を行っ
た。Meta 併用により AsA 及び AsA2G 誘発 ERK2 リン酸化活性が増強された




AC は ATP から cAMP を合成させ、これが PKA を活性化させる。一方、この
経路には α2受容体応答のような抑制系も存在し、この受容体が刺激されると Gi
タンパク質を介して AC は抑制され、細胞内 cAMP は減少する。この 2 つの経
路により PKA の活性は調節されている。Fig.32,33 の結果では、Meta や PKA
活性化薬の 8-bromo cAMPを併用すると、AsA及び AsA2G誘発 ERK2リン酸




れる。α2作動薬の UK14304 や AC 阻害薬の 2,4-dideoxyadenosine が、Meta
の効果を抑制したのは、UK14304 や 2,4-dideoxyadenosine が、間接的及び直
接的に ACを阻害することにより、Metaによる細胞内 cAMP合成が阻害された
ためと考えられる。 
一方、IGF-I-RTKリン酸化活性に関しては、Metaや 8-bromo cAMP では、




AsA2G による IGF-I-RTK リン酸化作用を抑制したが、その他の阻害薬では、
AsA及びAsA2G誘発RTKリン酸化活性に変化は認められなかった(Fig.34,35)。 
























RTK: receptor tyrosine kinase 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
MEK: MAPKK/ERK kinase 




mTOR: mammalian target of rapamycin 
AC: adenylate cyclase 
PKA: protein kinase A 
 
- 83 - 
 
4-3. L-アスコルビン酸及びL-アスコルビン酸2グルコシドによる肝実質細胞増殖




タンパク質や Ras を経由して Raf→MEK→MAPK(ERK1/2)というリン酸化反




ら 3 つのアイソフォームは、ERK に対する活性化の強度は各々異なるものの、
3 つとも ERK を活性化することができる 93)～95)。最近では、Raf とアドレナリ
ン作動性調節機構などの経路との相互作用について注目されており、PKA（ま
たは cAMP）や PKC などが、Raf 活性を調節することにより、ERK 活性や細
胞増殖を調節しているのではないかと考えられている。 
近年、PKC 及び PKA と Raf との関連性についても検討されいる。PKC は、
間接的及び直接的に Raf-1 の活性化に関与しているといわれており、PKC が
Raf-1を活性化することにより、増殖因子の細胞増殖促進シグナルを増強してい
ると考えられている 94),95)。また、最近では、Raf-1を抑制するタンパク質（raf 





一方、PKA は、Raf-1 を抑制するが、B-Raf を活性化するといわれており、
PC12 細胞（ラット副腎由来褐色腫細胞）やメラノーマ細胞などは、cAMP や
PKAが活性化されることにより、ERKの活性が増強したとの報告が挙がってい
る(Fig.40)92)。      
以前の報告で、初代培養肝実質細胞おける各増殖因子の細胞増殖シグナルは、
EGF は β1作動性の増強を受け、PDGF は α1作動性の増強を受けるが、IGF-I
は α1作動性と β2作動性の両方のシグナル伝達系を介する増強を受けていること
が示唆された 53),78),79)。肝実質細胞でも Raf と PKC 及び PKA が相互作用して
いると仮定すると、EGF は B-Raf を、PDGF は Raf-1 を、IGF-I は B-Raf と
Raf-1の両方を経由し、細胞増殖を促進させている可能性が考えられる。従って、
AsA 及び AsA2G は IGF-I 様の肝実質細胞増殖促進作用を示したことから、こ
れらの細胞増殖促進シグナルは、B-Raf と Raf-1 の両方を経由しており、α1及
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ていると考えられる。また、この L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2 グ
ルコシドによる肝実質細胞増殖促進シグナルは、IGF-I-RTK の下流から ERK2
の上流の間で α1及び β2アドレナリン作動性の増強作用を受けていることが考え





















IGF-I: insulin-like growth factor I 
RTK: receptor tyrosine kinase 
PI3K: phosphoinositide 3-kinase 
MEK: MAPKK/ERK kinase 
ERK: extracellular signal-regulated kinase 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
p70S6K: 70-kDa ribosomal protein S6 kinase 
 
PLC: phospholipase C 
IP3: inositol triphosphate 
DG: diacylglycerol 
PKC: protein kinase C 
AC: adenylate cyclase 
PKA: protein kinase A 
 
 
L-アスコルビン酸及び L-アスコルビン酸 2 グルコシドの初代培養肝実
質細胞増殖促進作用機構モデル 
Fig.41 
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